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РЕФЕРАТ 
Выпускная квалификационная работа по теме «Анализ структурных 
особенностей активного центра бактериальной люциферазы методами 
молекулярной динамики» содержит 42 страницы текстового документа, 14 
иллюстраций, 10 таблиц, 5 формул и 25 использованных источников. 
БАКТЕРИАЛЬНАЯ ЛЮЦИФЕРАЗА, ДОКИНГ, МОЛЕКУЛЯРАНАЯ 
ДИНАМИКА, АКТИВНЫЙ ЦЕНТР, ФЛАВИНМОНОНУКЛЕОТИД 
Цель работы: анализ подвижности аминокислотных остатков активного 
центра бактериальной люциферазы по сравнению с белками-аналогами SsuD  
и LadA методами молекулярной динамики. 
Задачи: определить аминокислотные остатки, формирующие активный 
центр алкансульфонат монооксигеназы (SsuD) и длинноцепочечной алкан 
монооксигеназы (LadA); провести молекулярный докинг восстановленного 
флавинмононуклеотида в активый центр бактериальной люциферазы; 
рассчитать подвижность аминокислотных остатков активных центров 
подобранного ряда белков; провести сравнительный анализ характеристик 
жесткости активных центров с учетом различия строения белков. 
Актуальность работы связана с необходимостью изучения зависимости  
между структурой и функцией белков.  
 Проведено вычисление молекулярной динамики в течение 5 нс для 
бактериальной люциферазы Vibrio harveyi и ее белков-аналогов. С помощью 
молекулярного докинга впервые была получена структура люциферазы, 
связанной с восстановленным флавинмононуклеотидом.   Рассчитана 
среднеквадратичная флуктуация аминокислотных остатков, которые 
формируют активный центр исследуемых структур. На основе данного 
параметра проведено сравнение активного центра бактериальной 
люциферазы в комплексе с субстратом и без с небиолюминесцентными 
белками-аналогами данного фермента. 
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СОКРАЩЕНИЯ И ОБОЗНАЧЕНИЯ 
RMSF  – среднеквадратичная флуктуация (root mean square fluctuation) 
SsuD  – алкансульфонат монооксигеназа 
LadA  – длинноцепочечная алкан монооксигеназа 
FMNH2  – восстановленный флавинмононуклеотид 
FMN  – окисленный флавинмнононуклеотид 
ЯМР – ядерный магнитный резонанс 
BLuc – бактериальная люцифераза 
А. о. – аминокислотный остаток 
   
   
   
   
   
   
   
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6 
 
ВВЕДЕНИЕ 
 На сегодняшний день, с помощью методов рентгеноструктурного 
анализа и ЯМР расшифровано большое количество биологических структур, 
которые активно исследуются при помощи методов теоретического 
моделирования. Такие подходы позволяют предсказать различные физико-
химические свойства биологических молекул с помощью достаточно 
мощных компьютеров или вычислительных серверов [1]. 
Компьютерная симуляция позволяет связать процессы, проходящие на 
микроуровне, с макроскопическим миром лаборатории. Такие вычисления 
направлены на изучение и предсказание характера взаимодействия между 
атомами и молекулами в биологической структуре. Так же симуляция 
является связующим звеном между теорией и экспериментом, находит свое 
применение для проверки различных теоретических моделей, для сравнения 
результатов теоретических и реальных экспериментов, а также в тех случаях, 
когда проведение реального эксперимента затруднительно (высокая 
температура или давление). 
Безусловно, одной из конечных целей при изучении межмолекулярных 
взаимодействий в биологических молекулах является сравнение 
теоретической модели с реальной системой. Следовательно, одной из ab 
initio целей молекулярной динамики является сведение различных 
упрощений и допущений к минимуму. С другой стороны, задачи 
исследования могут быть направлены только на изучение явлений общего 
характера или на оценку, насколько хорошо та или иная модель описывает 
реальную систему. Когда научные изыскания направлены только на эти цели, 
уже нет такой необходимости в создании полностью реалистичного описания 
исследуемой системы. Модель, отвечающая общим принципам физики, 
может достаточно хорошо удовлетворять поставленным перед 
исследователем задачам [2]. 
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Одной из фундаментальных проблем современной биофизики является 
проблема соответствия между структурой и функцией белков. Специфика 
пространственной организации и конформационные свойства белков 
напрямую связаны с их функцией в живых организмах. В настоящее время 
далеко не все структурно-функциональные соответствия для белковых 
макромолекул установлены окончательно. Например, некоторые структурно 
схожие ферменты могут выполнять разную функцию.  
Большинство белков, на основе их третичной структуры, можно 
разделить на группы, что привело к созданию таких баз данных, как SCOPE 
[3, 4]. Из этих групп можно выделить семейство ферментов, которые имеют 
структуру TIM-бочка, состоящую из восьми β/α - структур. К таким белкам 
относят флавин-зависимые монооксигеназы и фосфат связывающие 
ферменты [5].  
Среди известных флавин-зависимых монооксигеназ одним из наиболее 
подробно изученных ферментов является бактериальная люцифераза. 
Данный белок изучался многими группами исследователей, но до сих пор 
изучение механизмов функционирования бактериальной люциферазы 
вызывает большой интерес, так как ее пространственная структура 
обеспечивает уникальное свойство данного фермента – способность 
катализировать реакцию светоизлучения. Явление биолюминесценции 
широко применяется в научных исследованиях и коммерческих разработках. 
С точки зрения фотофизических процессов для эффективной 
флуоресценции молекул требуется минимизировать все альтернативные пути 
дезактивации их энергии возбуждения. В частности, внутренняя конверсия и 
конформационные перестройки молекулы могут конкурировать с процессом 
светоизлучения. Для их уменьшения важно повысить жесткость 
микроокружения возбужденной молекулы. Следовательно, по аналогии с 
процессом флуоресценции, было выдвинуто следующее предположение: для 
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реализации функции биолюминесценции белкам нужно иметь более 
«жесткий» (менее подвижный) активный центр.  
Данная работа направлена на изучение жесткости активного центра 
бактериальной люциферазы Vibrio harveyi. Для этого используется 
сравнительный подход, при котором анализируют параметр жесткости 
активного центра изучаемого фермента и его структурно-функциональных 
аналогов. Для бактериальной люциферазы такими аналогами являются 
алкансульфонат монооксигеназа Escherichia сoli и длинноцепочечная 
алканмонооксигеназа bacillus Geobacillus thermodenitrificans [6], которые 
катализируют схожие реакции, но не обладают функцией 
биолюминесценции. Помимо этого, в данной работе проводится 
сравнительный анализ жесткости активного центра бактериальной 
люциферазы, связанной с субстратом (восстановленным 
флавинмононуклеотидом) и без него.  
Таким образом, целью работы является анализ подвижности 
аминокислотных остатков активного центра бактериальной люциферазы по 
сравнению с белками-аналогами методами молекулярной динамики. 
Были поставлены следующие задачи: 
– определить аминокислотные остатки, формирующие активный 
центр алкансульфонат монооксигеназы (SsuD) и длинноцепочечной алкан 
монооксигеназы (LadA); 
– провести молекулярный докинг восстановленного 
флавинмононуклеотида в активый центр бактериальной люциферазы; 
– рассчитать подвижность аминокислотных остатков активных 
центров подобранного ряда белков и структур; 
– провести сравнительный анализ полученных характеристик 
жесткости активных центров с учетом различия строения белков. 
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1 Теоретическая часть 
1.1 Ферментативный катализ 
Фермент – ключевой участник любого биологического процесса. 
Действуя последовательно, ферменты катализируют сотни реакций, 
приводящих к расщеплению питательных веществ, превращению 
химической энергии и к образованию макромолекул из простых веществ. 
При стандартных физиологических условиях некатализируемые реакции 
идут крайне медленно, но при участии фермента скорость биохимических 
реакций в разы. Отличительная особенность ферментативного катализа 
является то, что связывание фермента и биологической молекулы - 
субстрата, происходит внутри кармана на поверхности фермента, 
называемого активным центром [7]. 
Активный центр фермента состоит из каталитического центра, 
ответственного за проведение химической трансформации, и субстрат-
связывающего центра. Их главная функция – химически трансформировать 
связанные с ним небелковые молекулы. Ферменты не создают новые 
химические реакции и не меняют их направление, но ускоряют 
биохимические реакции в миллионы раз по сравнению с неорганическими 
катализаторами. Следовательно, в этом проявляется основная суть 
ферментативного катализа – понижение свободной энергии переходного 
состояния, то есть снижение максимума свободной энергии. Это происходит 
путем стабилизации переходного состояния в активном центре фермента, 
вследствие взаимодействия между аминокислотными остатками белка и 
субстратом. При этом наиболее существенным моментом является прочное 
связывание не столько субстрата, сколько его переходного состояния. Данное 
положение подтверждается крайне высоким сродством многих ферментов по 
отношению к аналогам переходного состояния [8].  
Степень активности и стабильности каждого фермента напрямую не 
всегда связаны с жесткостью его структуры. Например, существуют 
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ферменты, способные складывается в разные структуры, предназначенные 
для связывания с определённым лигандом [9]. Но так же существуют энзимы, 
для которых жёсткость структуры очень важна. Такими являются 
термофильные энзимы, обладающие более высокой жесткостью активного 
центра, по сравнению с мезофильными. Так, в статье [10] было проведено 
сравнение жесткости активного центра липазы из мезофильной бактерии 
Bacillus subtilis с ее термофильной модификацией - мутантом 6B. Результаты, 
полученные с помощью метода молекулярной динамики, показали, что 
термофильная модифицированная липазы имеет более жесткий активный 
центр. Отсюда следует, что в зависимости от функциональных особенностей 
ферменты могут быть как достаточно гибкими, так и обладать довольно 
жесткой структурой активного центра. 
1.2 Бактериальная люцифераза 
1.2.1 Структура 
Люцифераза – это фермент, катализирующий биолюминесцентные 
реакции, суть которых состоит в окислении люциферина (субстрата) 
кислородом воздуха. Бактериальную люциферазу получают из разных видов 
светящихся бактерий. Это достаточно большой белок с молекулярной массой 
около 80 кДа [11]. 
Бактериальная люцифераза катализирует окисление восстановленного 
флавинмононуклеотида (FMNH2) и длинноцепочечного альдегида (RCHO) 
кислородом воздуха (О2): 
 FMNН2 + RCHO + O2 → FMN + RCOOH + H2O + hν,  
люцифераза 
 
(1) 
где FМN и FМNН2 – окисленная и восстановленная форма 
флавинмононуклетида; 
RCHO и RCOOH – длинноцепочечный алифатический альдегид 
и соответствующая жирная кислота; 
H2O – молекула воды; 
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hν – квант света. 
 
 
Рисунок 1 – Трехмерная структура люциферазы V. harveyi, связанной с FMN 
Данный фермент является гетеродимером и, согласно типу 
катализируемой реакции, принадлежит к флавинзависимым 
монооксигеназам. Молекула люциферазы имеет вид параллелепипеда с 
размерами 75×45×40 Å и состоит из двух субъединиц, образующих 
однодоменный (α/β)8 – бочонок (рис. 1). Данные α- и β-субъединицы 
соединены посредством 22-х водородных связей. Так же структура каждой из 
субъединиц формируется посредством Ван-дер-Ваальсовых взаимодействий 
и водородных связей, некоторые из которых обладают интересными 
особенностями. Например, связь между аминокислотными остатками αHis45 
и αGlu88 присутствует в α- и так же в β- субъединицах всех бактериальных 
люцифераз, а мутация остатка αHis45 V. harveyi приводит к существенному 
снижению биолюминесцентной активности. Так же в каждом типе 
люциферзы присутствует водородная связь между αArg85 и βThr80 [11]. 
Ниже приведена таблица 1, в которой содержатся аминокислотные 
отставки и их функция, за которую они отвечают. Данные получены 
экспериментально, путем мутагенеза [12]. 
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Таблица – 1 Влияние мутаций на свойства и функции некоторых 
аминокислотных остатков бактериальной люциферазы [12] 
Функция Аминокислотный остаток Мутация 
Уменьшение 
биолюминесцентной 
активности 
αAsp113 αAsp113Asn 
αSer227 αSer227Phe 
αCys106 αCys106Val/Ala 
αHis44 αHis44Ala 
αAla74–Ala75 αAla74Phe/Gly 
αLys283 αLys283Ala 
αLys286 αLys286Ala 
βTyr151 βTyr151Ala/Asp/Trp 
Изменение длины волны 
светоизлучения 
αVal173 αVal173Ala/Cys/Thr/Ser 
αCys106 αCys106Val 
αAla75 αAla75Gly 
αAsp113 αAsp113Asn 
Увеличение константы 
спада биолюминесценции 
αGlu175 αGlu175Gly 
Уменьшение времени 
жизни интремедиата  
С4а-пероксифлавина 
αGlu175 αGlu175Gly 
αCys106 αCys106Val/Ala 
αLys283 αLys283Ala 
  
1.2.2 Функция люциферазы в клетках бактерий 
На сегодняшний день не существует четкого представления о том, для 
чего у некоторых видов бактерий, в том числе V. harveyi, существует 
функция светоизлучения. Можно было бы предположить, что данная 
функция появилась вследствие тесного взаимодействия между бактериями и 
другими живыми организмами. Например, кальмары, которые способны 
выбрасывать облако светящейся жидкости, чтобы отпугнуть врагов, или 
глубоководные рыбы, которые привлекают к себе светом свою 
потенциальную добычу. Все это привело к таким формам межвидового 
взаимодействия, как симбиоз, мутуализм и паразитизм. Однако, вероятнее 
всего, это произошло гораздо позже, так как биолюминесцентные бактерии, в 
большинстве своем относятся к родам Photobacterium и Vibrio, которые 
анаэробны. Таким образом, одним из общепринятых предположений 
является гипотеза о том, что функция светоизлучения появилась как 
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механизм, направленный на защиту от воздействия активных форм 
кислорода, на ранних этапах формирования Земной атмосферы [13]. 
1.3 Не биолюминесцентные аналоги люциферазы  
На основе структурных свойств, можно выделить 2 фермента, которые 
схожи с бактериальной люциферазой. Это алкансульфонат монооксигеназа 
Escherichia сoli SsuD (PDB:1M41) и длинноцепочечная алкан 
монооксигеназа bacillus Geobacillus thermodenitrificans LadA (PDB:3B9N). 
Как и люцифераза эти белки относятся к семейству флавин-зависимых 
монооксигеназ, но в тоже время, в ходе катализируемых ими биохимических 
реакций не происходит светоизлучения.  
Отличие фермента SsuD от фермента LadA и бактериальной 
люциферазы в том, что механизм катализируемой реакции не включает в 
себя окисление длинноцепочечных алканов или альдегида, но включает в 
себя разрыв C-S связи. SsuD катализирует превращение алкансульфонат в 
сульфит и соответствующий альдегид, в то время как фермент LadA 
катализирует окисление алканов в диапазоне от С15 до С36 [14, 15]. 
1.3.1 Алкансульфонат монооксигеназа Escherichia сoli SsuD 
Как уже было сказано выше, фермент SsuD – FMNH2-зависимая 
монооксигеназа, катализирующая разрыв C-S связи посредством окисления 
восстановленного флавинмоноклеотида, с последующим превращением в 
соответствующий альдегид и сульфит. 
 FMNН2 + RCH2SO32- + O2 → FMN + RCHO + H+ + SO32- + H2O, 
Ssud 
 
(2) 
 
где FМN и FМNН2 – окисленная и восстановленная форма 
флавинмононуклетида; 
RCHO – длинноцепочечный алифатический альдегид; 
RCOOH – карбоксильных группа и соответствующая жирная кислота; 
SO32- – оксид серы 
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H2O – молекула воды. 
При отсутствии сульфата или цистеина, SsuD позволяет кишечной 
палочке использовать широкий диапазон алкансульфонатов качестве 
источников серы для роста [14]. 
Кристаллическая структура фермента SsuD была получена в 
олигомеризированом состоянии в виде тетрамера, имеющего размеры 
96×90×66 Å и состоящая из двух гомодимеров (A/B и С/D). Все четыре 
субъединицы находятся в тесном контакте в центре тетрамера.  
Мономер имеет размер 60×50×40 Å и представляет собой одиночный 
домен, состоящий из восьми β-складчатых листов, соединенных альфа-
спиральными участками полипептидной цепи [16].  
 
 
 
Рисунок 2 – Трехмерная структура алкансульфонат монооксигеназы Escherichia coli SsuD 
1.3.2 Длинноцепочечная алкан монооксигеназа LadA 
Фермент LadA является FMNH2-зависимой длинноцепочечной алкан 
монооксигеназой катализирующий реакцию распада длинноцепочечных 
алканов, путем гидроксилирования, до первичных спиртов в термофильной 
бактерии Geobacillus thermodenitrificans NG80-2. 
 
 FMNН2 + CН3(CН2)13-34 CН3 + O2 → FMN + RCН2OH + H2O, 
LadA 
 
(3) 
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где FМN и FМNН2 – окисленная и восстановленная форма 
флавинмононуклетида; 
RCHO – длинноцепочечный алифатический альдегид; 
RCOOH – карбоксильных группа и соответствующая жирная кислота; 
SO32- – оксид серы 
H2O – молекула воды. 
 
 
Рисунок 3 – Трехмерная структура длинноцепочечной алкан монооксигеназы LadA  
Структура LadA является димером, которая была получена методом 
молекулярной замены с разрешением 2,7 Å. Мономеры фермента являются 
ассиметричными гомодимерами, с размерами 70×50×50 Å, и имеют укладку 
(β/α)8-бочонка (TIM-бочонок). Но фермент LadA, в отличие от других 
представителей этой группы, имеет пять достаточно больших вставок, 
образующих петли.  
Так как кристаллическая структура LadA была расшифрована вместе с 
продуктом реакции – окисленной формой флавина, то в работе [15] проведен 
сравнительный анализ активных центров BLuc и LadA. Результаты 
сравнения представлены в таблице 2. 
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Таблица 2– Сравнительный анализ активных центров ферментов BLuc и его 
белка-аналога LadA [15] 
№ LadA Функция [15] BLuc Функция [12] 
1 
Asp58 
Взаимодействие с 
изоаллоксазиновым 
кольцом флавина 
Glu43 
Стабилизация 
интермедиатов 
2 Phe245 Ile191 Взаимодействие с 
изоаллоксазиновым 
кольцом флавина 
3 Trp348 - 
4 Phe349 - 
5 
Ala227 Взаимодействие с 
рибитильной группой 
флавина 
Val173 
Связывание 
субстратов, 
стабилизация 
интермедиатов 
6 His138 Leu109 
Активный центр 
7 Ser137 Gly108 
8 Met12 
Гидрофобный карман, 
экранирование от 
растворителя 
Leu8 
Активный центр 
9 Ala57 Leu42 
10 
Val59 His44 
Стабилизация 
интермедиатов 
11 Ser230 Взаимодействие с 
фосфатной группой 
флавина 
Ser176 Взаимодействие с 
фосфатной группой 
флавина 
12 Tyr158 Arg125 
13 Met229 Glu175 
14 His17 
Активация субстрата и 
перенос электрона в 
ходе гидроксилирования 
- 
 
- 
15 Tyr63 - 
16 Gln79 Gly50 
17 His311 Tyr254 
18 Phe10  
Субстратное узнавание 
Phe 6 Активный центр 
19 Ile18  - 
 
20 Lys347  - 
21 Trp348  - 
22 Phe349 - 
 
1.4 Метод молекулярного докинга  
1.4.1 Гибкость белков 
Воспроизведение информационного пространства, доступного для 
макромолекулы, является сложной задачей и требует необходимости 
аппроксимации. В связи с этим методы построения моделей лигинд-
белковых комплексов (докинга) можно разделить на три категории в 
зависимости от используемого уровня аппроксимации: 
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1) жесткий докинг, когда белок и лиганд рассматриваются как жесткие 
тела; 
2) полугибкий докинг – белок рассматривается как жесткое тела, 
лиганд проявляет конформационную гибкость; 
3) полностью гибкий докинг – учитывается конформационная гибкость 
и белка и лиганда [17].  
На сегодняшний день, программный пакет AutoDock Vina позволяет 
проводить различные варианты молекулярного докинга. Одним из часто 
используемых является гибкий докинг [18].  
Белки – относительно гибкие молекулы, у которых существует 
множество конформационных состояний, разделенных низкими 
энергетическими барьерами. Учет гибкости белка особенно важен при 
построении моделей белка с низким разрешением, построенном на 
гомологии. 
Движение белка разделяются на три группы. 
1. Быстрые движения малого масштаба, выключающие в себя 
преимущественно движения боковых цепей при небольшом движении 
основной цепи. Основную гибкость проявляют места связывания. 
2. Медленные крупномасштабные движения доменов. Например, т.н. 
шарнирное вращение жестких доменов, соединенных гибкими сочленениями, 
которые ограничивают их движение. В частности считается, что шарнирное 
вращение приводит к т.н. «индуцированному соответствию» лиганда. 
3.  Ренатурация при связывании лиганда, происходящая для многих 
белков, находящихся в частично развернутом состоянии. Причинами этого 
состояние может быть либо из-за малого гидрофобного остова, либо из-за 
наличия некомпенсированных зарядов внутри белка. При связывании 
лиганда стабилизируется связанная конформация и равновесие сдвигается в 
ее сторону. При этом конформационные изменения в белке при связывании 
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лиганда могут изменяться, как от немногочисленных движений боковых 
цепей, так и от значительных шарнирных вращений. 
При докинге лигандов белки рассматриваются как гибкие, особенно 
если для докинга используется структура, свободная от лиганда.  
Разработка алгоритмов докинга, учитывающих гибкость белка, 
возможна в настоящее время благодаря характеристикам современных 
вычислительных комплексов (мощность процессоров, скорости вычислений 
и т.д.) [17]. 
1.4.2 Гибкость лиганда 
По сравнению с учетом гибкости белков, методология учета гибкости 
лиганда значительно проще и на сегодняшний день является стандартным 
вариантом в методах докинга. 
Простейший подход заключается в помещении конформации лиганда в 
базу данных, рассматривая каждую конформацию как жесткую. 
Другой способ заключается в сохранении в базе данных лишь одной 
конформации лиганда. При этом, в процессе докинга, лиганды 
рассматриваются как гибкие объекты. 
Наиболее распространенным методом является т.н. «метод 
постепенного конструирования», при использовании которого лиганд 
разделяется на фрагменты и в процессе докинга постепенно собирается 
заново в области связывания. 
Современные алгоритмы докинга учитывают гибкость лиганда в 
процессе выполнения, что дает заметное преимущество, в частности в 
уменьшении требований к объему дискового пространства для хранения баз 
данных [17]. 
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2 Материалы и методы 
В данной работе в качестве объекта исследования использовали 
кристаллические структуры бактериальной люциферазы Vibrio harveyi, BLuc 
(PDB ID:3FGC), алкансульфонат монооксигеназы Escherichia coli, SsuD (PDB 
ID:1M41) и длинноцепочечная алкан монооксигеназа bacillus Geobacillus 
thermodenitrificans, LadA (PDB ID:3B9N). Не смотря на то, что данные 
ферменты не являются гомологами по первичной структуре (согласно 
сервису Blast идентичность Luc и SsuD – 23%, Luc и LadA – 32%), они 
являются структурными аналогами со схожим строением активного центра. 
2.1 Достраивание отсутствующих цепей у BLuc и SsuD 
В исследуемых кристаллических структурах отсутствуют данные о 
координатах следующих аминокислотных остатков: 3FGC: 284 — 289,  
1M41: 251 — 282. 
Данные участки структур формируют мобильные петли, 
расположенные вблизи активных центров ферментов. Таким образом, они 
играют важную роль в формировании активного центра, а их отсутствие 
может привести к возникновению ошибок во время расчетов молекулярной 
динамики. Для того, чтобы избежать негативных эффектов, вызванных 
разрывами белковой цепи, в данной работе использовался программный 
пакет MODELLER [19], который позволяет смоделировать недостающие 
участки третичной структуры. Данная программа достраивает указанные 
пользователем последовательности на основании известных схожих мотивов, 
которые были расшифрованы в других белках, а также с учетом 
пространственных ограничений. 
2.2  Определение положения активного центра белков 
2.2.1 Определение активного центра BLuc 
Кристаллическая структура люциферазы (PDB:3FGC) была 
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расшифрована вместе с окисленной формой флавинмнононуклеотида (FMN) 
– одним из продуктов биолюминесцентной реакции [12]. На основании 
положения молекулы FMN в активном центре фермента был выполнен поиск 
аминокислотных остатков, участвующих в связывании субстратов реакции и 
взаимодействии с ними. Были выбраны те аминокислотные остатки, атомы 
которых расположены на расстоянии не более 6Å от атомов молекулы FMN 
(рис. 4). Непосредственно для вычислений использовался скрипт, 
написанный на языке программирования Python.  
 
 
Рисунок 4 – Активный центр бактериальной люциферазы. Желтым обозначена молекула 
флавинмононуклеотида, фиолетовым – аминокислотные остатки, формирующие активный 
центр 
2.2.2 Определение активного центра структурных аналогов 
бактериальной люциферазы 
Кристаллическая структура SsuD из E. coli была расшифрована без 
субстратов/продуктов реакции, что потребовало иного метода определения 
активного центра. С помощью плагина MultiSeq, который входит в 
программный пакет VMD, было выполнено структурное выравнивание BLuc 
и SsuD (рис. 5), и в результате сравнительного анализа были определены 
аминокислотные остатки активного центра SsuD, соответствующие таковым 
в остове люциферазы. 
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FMNH2 имел размер x = 44, y = 40, z = 38 условных единиц. 
Так же на выбранные аминокислотные остатки было наложено условие 
«гибкости» – они могли изменять свое положение во время расчетов 
конфигурации лиганда, в то время как остальная часть белка оставалась 
неподвижной. 
2.4 Подготовка к старту вычислений в программе NAMD 
Для того что бы начать расчет молекулярной динамики белка, при 
определённых заданных условиях, программные пакет NAMD требует: 
– файл .pdb (protein data bank), содержащий координаты всех атом в 
исследуемом белке; 
– файл .psf (protein structure file), содержащий в себе информацию о типе 
связи между атомами; 
– файл параметров силового поля, содержащий в себе информацию, 
позволяющую вычислять силу в каждой точке (на каждом атоме); 
– файл конфигурации NAMD, содержащий начальные параметры 
вычислений NAMD – имена файлов .pdb и .psf, параметры полей, 
начальный условия: температура, время моделирование, шаг и так 
далее. 
Далее будут рассмотрены общие шаги подготовительной работы для 
начала расчетов молекулярной динамики. Все ниже описанные шаги были 
идентичны для бактериальной люциферазы V. harveyi и ее аналогов. 
 
Операции, совершаемые в программе VMD 
С помощью программы VMD и файла .pdb был создан .psf для 
определения вида связи между атомами в белке. Далее, так как 
моделирование должно происходить в условиях приближенных к реальным, 
необходимо поместить белок в среду. В качестве белкового окружения была 
выбрана вода, заданная в явном виде. Модельный растворитель вместе с 
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белком помещался в бокс так, чтобы расстояние от крайних атомов белка до 
границ бокса было не менее 15 Å. Для того чтобы не учитывать 
электростатические взаимодействия и сделать среду электрически 
нейтральной в расчетах, в систему добавляют ионы. 
Моделирование поля, действию которого подвержены атомы в системе, 
осуществляли при помощи силового поля CHARMM36. 
В файле конфигурации были прописаны следующие условия. 
Потенциальная энергия системы минимизировалась в ходе 200 шагов. Затем 
моделировали поведение системы в течение 5 нс в условиях канонического 
ансамбля (1 атм, 310 К). 
Для визуализации полученных результатов использовалась программа 
VMD. 
2.4.1 Получение файлов поля и топологии для описания систем 
Силовое поле CHARMM 36 полностью описывает взаимодействие 
между атомами в белковой структуре [22], но не подходит для описания 
систем с лигандами. Используемые в вычислениях лиганды (FMNH2) были 
представлены через силовое поле Charmm General Force Field (CGenFF) v. 
3.0.1. Параметры для них были получены автоматически при помощи 
программы CGenFF [23]. 
2.5 Оценка подвижности активного центра 
Для того чтобы оценить жесткость (подвижность) активного центра, 
необходимо сравнить отклонение от положения равновесия Cα атомов 
аминокислот активного центра в зависимости от времени. Сделать это можно 
с помощью расчета RMSF (Root Mean Square Fluctuation) – 
среднеквадратичной флуктуации Cα атомов от положения равновесия с 
течением времени: 
 RMSF = �1
T
∑ �xi�tj� −  𝑥𝚤��2Ttj=1 ,          (4) 
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где Т – общее количество шагов; xi – координата i-ого атома в данный момент времени tj; 
𝑥𝚤�  – усредненная по времени координата i-ого атома. 
Чем меньше значение RMSF для атомов активного центра, тем меньше 
его подвижность и выше жесткость [10]. 
Для расчета среднеквадратичной флуктуации Cα атомов был написан 
скрипт на языке программирования Tcl, который был запущен посредством 
использования программного пакета VMD. В результате работы данного 
кода для каждой из исследуемых кристаллических структур был получен 
файл формата .txt, содержащий для каждого из Cα атомов советующие 
значение RMSF, полученные после проведения вычисления молекулярной 
динамики. 
Полученный массив данных анализировался в программе Microsoft 
Office Excel. Было произведено сравнение значения RMSF Cα атома из 
кристаллической структуры одного белка, с аналогичным атомом из другой 
структуры. В качестве эталонной была выбрана структура бактериальной 
люциферазы Vibrio harveyi (PDB:3FGC), в которой был удален FMN. 
Относительное изменение RMSF, в процентах, было рассчитано по 
следующей формуле: R% = Li−Ai
Li
100%,             (5) 
где R% – различие RMSF Cα-атомов в процентах; Li – RMSF i-ого Cα-атома люциферазы Vibrio harveyi (PDB:3FGC) без 
FMN; Ai – RMSF i-ого Cα-атома в других структурах. 
Как было сказано выше, чем меньше RMSF атома, тем меньше его 
подвижность. В формуле (5) легко видеть, что если значение RMSF какого-
либо из Cα атомов люциферазы без FMN (Li) меньше, чем значение атома 
аналога в другой структуре (Ai), то R% будет меньше нуля. Это говорит о 
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том, что данный атом в структуре люциферы имеет меньшую флуктуацию, 
по сравнению с аналогом в другом ферменте. И наоборот, при 
положительном R% Cα-атом в люциферазе более подвижен, чем в аналоге. 
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3 Результаты 
3.1 Определение аминокислотных остатков, формирующих 
активный центр бактериальной люциферазы Vibrio harveyi  
Кристаллическая структура бактериальной люциферазы была 
расшифрована вместе с субстратом, окисленным флавинмононуклеотидом. 
Это позволило с помощью скрипта, на языке программирования Python, 
определить аминокислотные остатки, которые окружают молекулу FMN в 
радиусе 6 Å. Данное значение радиуса было выбрано с учетом того, что в 
рамках данной области можно оценить взаимодействие фермента и субстрата 
в результате образования водородных связей, ван-дер-ваальсовых и 
электростатических взаимодействий.  
В результате были получены следующие аминокислотные остатки, 
окружающие молекулу окисленного флавина: αPhe6, αLeu8, αLeu 41, αLeu42, 
αGlu43, αHis44, αPhe49, αAla74, αAla75, αIle76, αVal77, αCys106, αArg107, 
αGly108, αLeu109, αTyr110, αAsp113, αArg125, αMet128, αVal173, αGlu175, 
αSer 176, αAla177, αThr179, αThr180, αIle191, αLeu 192, αSer193, αTrp 194, 
αIle 195, αSer 227, αTrp 250, αAsp287, αArg290. 
3.2 Определение аминокислотных остатков, формирующих 
активный центр аналогов бактериальной люциферазы 
Так как кристаллические структуры алкансульфонат монооксигеназы 
(LadA) и длинноцепочечной алкан монооксигеназы (SsuD) были 
расшифрованы без субстратов, то определить их активный центр тем же 
методом, что и для люциферазы, не представляется возможным. Зная, что все 
три фермента выполняют одну и ту же функцию (относятся к классу флавин-
зависимых монооксигеназ) и схожи по структуре, то c помощью плагина 
MultiSeq в программе VMD, было проведено выравнивание 3D-структур 
бактериальной люциферазы с SsuD и LadA соответственно. Данный метод 
позволил найти аналоги для аминокислотных остатков, расположенных 
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вблизи молекулы FMN в активном центре люциферазы, но для белков-
аналогов. Результаты представлены в таблице 3. 
 
Таблица 3 – Аминокислотные остатки, образующие активный центр 
бактериальной люциферазы и ее аналогов 
 
 
[таблица изъята] 
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3.3 Молекулярный докинг восстановленного флавина в активный 
центр аналогов бактериальной люциферазы 
Конфигурация восстановленного флавина была выбрана на основе 
значений аффинности и энергии связывания, а так же с учетом 
экспериментально найденного положения фосфатной группы молекулы FMN 
в кристаллической структуре бактериальной люциферазы (рис. 8). 
3.4 Определение подвижности аминокислотных остатков активных 
центров люциферазы связанной с субстратом и без 
Расчет RMSF по формуле (4) был проведен в программе VMD c 
помощью скрипта Tcl. Значения среднеквадратичной флуктуации были 
рассчитаны для всех 𝐶𝛼 атомов и пронумерованы от первого до последнего. 
Программа VMD позволяет определить название и номер конкретного 
аминокислотного остатка и как следствие, конкретный 𝐶𝛼 атом в структуре 
белк. Это позволило сопоставить значения RMSF с нужными атомами и 
вычислить для них значение среднеквадратичной флуктуации.  
 
 
 
 
 
[изъят 1 рисунок] 
 
Рисунок 8 – Конфигурация FMNH2, полученная в результате докинга. Синим 
обозначена молекула FMN 
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На рисунках 9 и 10 представлены графики соответствия 
аминокислотного остатка и его RMSF для люциферазы без субстрата и со 
связанной молекулой FMNH2. Рисунок 9 представляет участок белка, в 
состав которого входят аминокислотные остатки, отвечающие за 
стабилизацию интермедиатов реакции [24, 25], а рисунок 10 – участок с 
аминокислотными отстатками, ответственными за связывание субстратов. 
 
[изъят 1 рисунок] 
 
Рисунок 9 –  RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), BLuc + FMNH2 (красный цвет). α-субъединица 
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[изъят 1 рисунок] 
 
 
Рисунок 10 –  RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), BLuc + FMNH2 (красный цвет). α-субъединица 
 
В таблице 4 представлено сравнение значений RMSF для 
аминокислотных остатков, стабилизирующих интермедиаты реакции, где 
вычисление относительного изменения среднеквадратичной флуктуации 
проводили по формуле (5). 
 
Таблица 4 – Изменение RMSF Сα-атомов аминокислотных остатков, 
стабилизирующих интермедиаты реакции, BLuc по сравнению  
BLuc +FMNH2 
 
 
[таблица изъята] 
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В таблице 5 представлено относительное изменение параметра 
среднеквадратичной флуктуации участка, на котором расположены 
аминокислотные остатки, формирующие вход в активный центр 
бактериальной люциферазы и образующие ее мобильную петлю. 
 
Таблица 5 – Изменение RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков, 
связывающих субстраты, BLuc по сравнению BLuc+FMNH2 
 
 
 
 
 
[таблица изъята] 
 
 
 
 
Все сравнения среднеквадратичной флуктуации проводились 
относительно кристаллической структуры бактериальной люциферазы без 
субстрата. Отрицательное значение относительного изменения показывает, 
что данный аминокислотный остаток в структуре с субстратом более 
подвижный, чем аминокислотный остаток из структуры люциферазы без 
FMNH2. 
На основе рисунков 9 и 10 и таблиц 4 и 5 можно сделать вывод, что при 
образовании комплекса бактериальной люциферазы с FMNH2, 
аминокислотные остатки, участвующие в стабилизации интермедиатов 
биолюминесцентной реакции, стали более подвижными. Участок активного 
центра, отвечающий за связывание субстратов менее подвижный у фермент-
субстратного комплекса, по сравнению с люциферазой без FMNH2. 
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3.5 Сравнение подвижности аминокислотных остатков активных 
центров люциферазы и белков-аналогов 
Аналогичным образом было проведено сравнение жесткости активного 
центра бактериальной люциферазы и ее структурных аналогов: 
алкансульфонат монооксигеназы Escherichia сoli (SsuВ) и длинноцепочечной 
алканмонооксигеназы bacillus Geobacillus thermodenitrificans (LadA). На 
рисунках 11 и 12 и в таблицах 6 и 7 представлены результаты сравнения 
среднеквадратичной флуктуации 𝐶𝛼 атомов бактериальной люциферазы и 
фермента SsuD, а на рисунках 13 и 14 и в таблицах 8 и 9 – результаты для 
люциферазы и фермента LadA. 
 
 
 
 
[изъят 1 рисунок] 
 
 
 
 
 
Рисунок 11 – RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), SsuD (зеленый). α-субъединица 
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[изъят 1 рисунок] 
 
 
 
 
 
 
Рисунок 12 – RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), Ssud (зеленый). α-субъединица 
 
 
Таблица 6 – Изменение RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков, 
стабилизирующих интермедиаты реакции, BLuc по сравнению с SsuD 
BLuc  SsuD 
Относительное изменение  
A. о. № A. о. № 
Glu  43 Thr  50 -19% 
His 44 Gly  51 2% 
Ala 75 Ala 76 -6% 
Cys  106 Val 107 -14% 
Tyr 110 Pro 112 -21% 
Arg  125 Tyr 128 -24% 
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Таблица 7 – Изменение RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков, 
связывающих субстраты, BLuc по сравнению с SsuD 
 
 
 
[таблица изъята] 
 
 
 
 
Значение параметра RMSF 𝐶𝛼-атомов для различных аминокислотных 
остатков SsuD может быть как больше, так и меньше по сравнению с 
соответствующими значениями для остатков BLuc. Однако, 
среднеквадратичная флуктуация 𝐶𝛼-атомов функционально важных 
аминокислотных остатков  BLuc меньше чем у SsuD с величиной 
относительного изменения до -24%. 
 
Рисунок 13 – RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), LadA (коричневый). α-субъединица 
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[изъят 1 рисунок] 
 
 
 
 
 
 
Рисунок 14 –  RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислот, взаимодействующих с субстратом, для 
структур: BLuc (синий цвет), LadA (коричневый). α-субъединица 
 
 
 
Таблица 8 – Изменение RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков, 
стабилизирующих интермедиаты реакции, BLuc по сравнению с LadA 
 
 
 
[таблица изъята] 
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Таблица 9 – Изменение RMSF 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков, 
связывающих субстраты, BLuc по сравнению с  LadA 
 
 
 
[таблица изъята] 
 
 
 
В структуре фермента LadA имеется продолжительные вставки в виде 
мобильных петель соединяющих α/β-структуры, поэтому аминокислотная 
последовательность LadA на 80 остатков больше чем BLuc. Таким образом, 
можно наблюдать сдвиг функционально важных остатков при структурном 
выравнивании. Так же на графике RMSF видно, что значения флуктуации 
остатков в составе петель LadA достигает значения больше 6 Å. 
По сравнению с LadA, аминокислотные остатки BLuc имеют более 
низкое значение среднеквадратичной флуктуации, что указывает то, что 
бактериальная люцифераза имеют более жесткий активный  центр. 
3.6 Изменение RMSF атомов LadA и SsuD относительно 
BLuc+FMNH2 
Так же было проведено сравнение значений RMSF бактериальной 
люциферазы в комплексе с FMNH2 и ее белков-аналогов. Так как 
аминокислотные остатки бактериальной люциферазы, отвечающие за 
стабилизацию интремедиатов реакции,  в отсутствие субстрата в активном 
центре менее подвижны, то необходимо было проверить, насколько 
структура люциферазы в комплексе с FMNH2  отличается по параметру 
жесткости от белков-аналогов. Из таблицы 10 видно, что аминокислотные 
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остатки BLuc со связанным FMNH2  менее подвижны, чем соответствующие 
остатки у аналогов. 
 
Таблица 10 – Изменение RMSF Сα-атомов LadA и SsuD относительно 
BLuc+FMNH2 
BLuc + FMNH2  SsuD LadA  
A. о. № A. о. № Относительное 
изменение A. о. № 
Относительное 
изменение 
Glu  43 Thr  50 -4% Asp 58 -41% 
His 44 Gly  51 9% Val 59 -40% 
[данные изъяты] 
 
Таким образом, проведенные численные эксперименты показали, что 
хотя связывание субстрата люциферазой и приводит к увеличению 
мобильности некоторых её аминокислот, структурные аналоги данного белка 
все равно отличаются более высокой подвижностью элементов цепи, 
составляющих активный центр. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В данной работе представлен анализ результатов моделирования 
молекулярной динамики бактериальной люциферазы Vibrio harveyi и ее 
аналогов: алкансульфонат монооксигеназа Escherichia сoli и 
длинноцепочечная алканмонооксигеназа bacillus Geobacillus 
thermodenitrificans. Получены данные о среднеквадратичной флуктуации 𝐶𝛼-
атомов данных ферментов и проведен сравнительный анализ данного 
параметра для 𝐶𝛼-атомов аминокислотных остатков активного центра.  
На основании полученных результатов были сделаны следующие 
выводы: 
1. Связывание FMNH2 c BLuc приводит к: 
– уменьшению подвижности мобильной петли и аминокислот на 
входе в активный центр фермента 
– увеличение мобильности аминокислотных остатков, 
стабилизирующих интермедиаты 
2. Структурные аналоги люциферазы характеризуются большей 
подвижностью функционально важных аминокислотных остатков по 
сравнению с люциферазой, как связанной с субстратом, так и без него. 
3. Впервые получено положение и конфигурация восстановленного 
флавина в активном центре бактериальной люциферазы.  
В целом, полученные результаты подтверждают предположение о 
повышенной жесткости активного центра бактериальной люциферазы по 
сравнению с белками-аналогами, что возможно связано с функцией 
биолюминесценции. 
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